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Zytopro-bektion durch Phospho-bvrosin 

Die vorliegende Erfindung beschaftigt sich mit dem Schutz von 
biologischem Material gegeniiber zellschadigenden Faktoren. 

Es ist bekannt, daJ3 biologisches Material, wie z.B. tierische 
Oder menschliche Zellen, Gewebe Oder Organismen durch eine 
Vielzahl verschiedenster Faktoren in seiner Integritat gescha- 
digt werden kann. Solche Faktoren konnen z.B. energiereiche 
bzw. ionisierende Strahlung, wie z.B. radioaktive Strahlung, 
Rontgenstrahlung, Hohenstrahlung etc. Oder ultraviolettes Licht 



(UV-Licht), sein. lonisierende Strahlung wird einerseits zu den 
Umweltnoxen gezahlt, sie kann andererseits aber auch nutzbar in 
der Medizin eingesetzt werden. In diesem Zusammenhang sei die 
Rontgendiagnostik, Nuklearmedizin oder Strahlentherapie ge- 
nannt. Diese energiereiche Strahlung zeichnet sich dadurch aus^ 
daJ3 sie die Fahigkeit hat, Molekiile zu ionisieren, 

Weitere wichtige zellschadigende Faktoren sind chemische Agen- 
zien, z,B. in Form von Uitiweltgif ten, aber auch solche, die im 
Rahmen von medizinischen Behandlungen als Therapeutika, z.B. 
Zytostatika, verwendet werden. Bei letzteren handelt es sich urn 
eine chemisch heterogene Gruppe zytotoxischer pharmakologischer 
Substanzen, die die Zellteilung funktionell aktiver Zellen 
durch unterschiedliche Beeinf lussung ihres Stof fwechsels ver- 
hindern oder erheblich verzogern. Zytostatika werden hauptsach- 
lich in der Tumortherapie eingesetzt, wobei der Ansatzpunkt fiir 
die Wirksamkeit die gegeniiber normalen Zellen gesteigerte Zell- 
teilungsrate der Tumor zellen ist. Man kennt verschiedene Grup- 
pen von Zytostatika: Alkylanzien (z.B. Cisplatin); Antimetabo- 
lite (z.B. Folsaureantagonisten) ; Mitosehemmstof f e ; Antibiotika 
(z.B. Bleomycin); Enzyme (z.B. L-Asparaginase ) ; und andere. 

Diese Faktoren konnen auf alien Ebenen biologischer Strukturie- 
rung Schaden hervorrufen: so zeigen sich auf ein Einwirken die- 
ser Faktoren Reaktionen auf Molekul- bzw. Makromolekiil- (z.B. 
Nukleinsaure- )ebene, auf zellularer Ebene, Gewebsreaktionen 
Oder Reaktionen des Gesamtorganismus . 

Durch energiereiche oder ultraviolette Strahlung hervorgeruf ene 
Schaden sind beispielsweise die Veranderung von DNA, also die 
Mutageneses die zu Tumorentstehung fiihren kann, sowie die Dege- 



neration. Atrophia^ Fibrosierung oder Nekrose von solchen Gewe- 
ben, die hoher Strahlung ausgesetzt sind. 

So wird beispielsweise die Entstehung des malignen Melanoms 
durch hohe Sonnenbelastung der Haut gefordert. 

Wie eingangs erwahnt^ ist der menschliche Organismus nicht nur 
bei starker Sonnenlichtexposition, sondern bei entsprechender 
medizinischer Indikation auch wahrend der Rontgendiagnostik 
Oder im Falle einer Strahlentherapie im Zusammenhang mit Tu- 
morerkrankungen mit besonders hohen Strahlungsintensitaten kon- 
frontiert. Besonders gefahrdet sind in diesem Zusammenhang auch 
Radiologen , Zahnarzte , Unf allchirurgen , Radiologisch-Technische 
Assistenten und Arbeiter in Rontgenrohrenf abriken • 

Die hinsichtlich Zellschadigung als besonders bedeutsam einzu- 
stufenden, oben genannten Zytostatika fuhren vor allem deshalb 
bei ihrer Verwendung im menschlichen Organismus zu Schaden, 
weil die Unterschiede zwischen normalen und Tumorzellen beziig- 
lich der Zellteilungsrate fur einen selektiven tumorspezif i- 
schen Angrif f spunkt nicht ausreichen. Daher resultieren die un- 
erwiinschten Nebenwirkungen von Zytostatika vor allem aus der 
generellen Regenerationshemmung rasch prolif erierender Gewebe. 
Besonders betroffen sind die Bildung der Blutzellen, die Epit- 
helien der Schleimhaute, deren Regenerationshemmung zu gastro- 
intestinalen Storungen fiihrt, sowie Haut und Hautanhangsgebil- 
de, deren Regenerationshemmung zu Haarausfall fuhrt. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, einen Schutz von biologischem Material gegeniiber zell- 
schadigenden Faktoren bereitzustellen. 



Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch die Verwendung von 
Phosphotyrosin zu den genannten Zwecken gelost. 

Phosphotyrosin ( im folgenden auch P-Tyr) ist eine modif izierte, 
von der aromatischen Aminosaure Tyrosin abgeleitete Aminosaure, 
bei der die Hydroxylgruppe des Phenyls der Seitenkette phospho- 
ryliert wurde. Phosphotyrosin ist in einer Vielzahl von Lehrbii- 
chern der Biochemie, Molekularbiologie und Proteinchemie be- 
schrieben . 

Die Erfinder haben uberraschenderweise erkannt, daii diese phos- 
phorylierte Aminosaure biologisches Material vor zellschadigen- 
den Faktoren schiitzt. 

Dabei wird im Sinne der Erfindung unter Phosphotyrosin sowohl 
O-Phospho-L-Tyrosin (l-3~[ 4-Hydroxyphenyl]alanin-4 * -Phosphat) 
als auch 0-Phospho-D-Tyrosin ( d-3- [ 4-Hydroxyphenyl ] alanin-4 ' - 
Phosphat ) und O-Phospho-DL-Tyrosin ( dl-3- [ 4-Hydroxyphenyl ] ala- 
nin-4 ' -Phosphat ) verstanden • 

In diesem Zusammenhang ist unter biologischem Material jegliche 
biologische strukturierte Einheit wie z.B. eine Zelle (in Kul- 
tur Oder im Gewebeverband ) , Gewebe, Organe, Organismen etc. zu 
verstehen . 

Unter zellschadigenden Faktoren im Sinne der Erfindung sind 
samtliche, sich negativ auf die Integritat und/oder Viabilitat 
von biologischem Material auswirkenden Einfliisse zu verstehen, 
wie z.B. ionisierende Strahlung (radioaktive Strahlung, Ront- 
genstrahlung, Hohenstrahlung etc.)/ ultraviolettes Licht, Che- 



mikalien jeder Art, insbesondere Zytostatika (beispielsweise 
alkylierende Verbindungen wie Cisplatin). 

Unter der Verwendung von Phosphotyrosin ist zu verstehen^ dai3 
diese modif izierte Aminosaure entweder in einer geeigneten, 
z.B. galenischen Aufarbeitung mit biologischeia Material in Kon- 
takt gebracht wird^ z.B. auf einen Organismus aufgebracht oder 
in diesen eingebracht wird, oder in vitro in irgendeiner Form 
mit biologischem Material, z.B. isolierten Zellen, Geweben oder 
Organen in Kontakt gebracht wird. Dabei kann das In-Kontakt- 
Bringen mit dem Phosphotyrosin vor, wahrend oder nach der Expo- 
sition an zellschadigenden Faktoren erfolgen. 

Schutz von biologischem Material bedeutet im Sinne der Erfin- 
dung, dai3 die durch die genannten zellschadigenden Faktoren 
hervorgeruf enen Schadigungen durch Phosphotyrosin reduziert 
Oder verhindert werden. 

Ein Vorteil bei der erf indungsgemaJ3en Verwendung von Phosphoty- 
rosin ist darin zu sehen, dai3 Phosphotyrosin in grpBen Mengen 
kostengiinstig herstellbar bzw. erhaltlich ist. Hierfiir ist kei- 
ne Peptidsynthese oder aufwendige Proteinreinigung notwendig. 

AuBerdem ist Phosphotyrosin im Vergleich zu Peptiden oder Pro- 
teinen deutlich resistenter gegeniiber Degradation. Damit ist 
auch eine galenische Aufbereitung wesentlich einfacher und sta- 
biler . 

Aufgrund der geringen molekularen GroBe des Phosphotyrosins ist 
dessen mogliche Aufnahme in die zu behandelnden Zellen erleich- 
tert, was zu einer guten zytoprotektiven Wirksamkeit fiihrt. 



Auch die Gefahr von immunologischen Reaktionen im Falle des 
Einbringens Oder Aufbringens von Phosphotyrosin in bzw. auf ei- 
nen Organismus ist aufgrund der geringen Gr6J3e nicht zu erwar- 
ten. 

Die zytoprotektiven Eigenschaf ten von Phosphotyrosin sind auch 
deshalb uberraschend, weil Phosphotyrosin bisher ganz andere 
Aktivitaten zugeschrieben wurden. So haben beispielsweise Shri- 
kant Mishra und Anne W, Hamburger gezeigt^ daB Phosphotyrosin 
das Wachstum yon menschlichen Brust- und Nierenkarzinomzellen 
hemmt ( "0-phospo-L-tyrosine inhibits cellular growth by acti- 
vating protein tyrosine phosphatases" ^ Cancer Research 53, S. 
557-563, 1993), und daJ3 diese Wachstumshemmung P-Tyr- 
dosisabhangig erf olgt ( "Exogenous phosphotyrosine modulates 
epidermal growth factor receptor tyrosine phosphorylation". 
Carcinogenesis lA, S. 269-273, 1993). Die Hemmung des Zell- 
wachstums durch Phosphotyrosin wurde von dieser Arbeitsgruppe 
fiir zwei weitere Tumorzellinien gezeigt, fiir eine Leberkarzi- 
nomzellinie und fur src-transf ormierte NIH 3T3-Zellen 
( "Association of inhibition of all growth by 0-phospho-L- 
tyrosine with decreased phosphorylation". Cancer Letters 102, 
S. 65-71, 1996). 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung konnten diese inhibie- 
rende Wirkung einer alleinigen Phosphotyrosingabe auf das 
Wachstum von Tumor zellen nicht bestatigen. Sie konnten hingegen 
uberraschenderweise ein verstarktes Absterben von mit Phospho- 
tyrosin vorbehandelten Tumorzellen nach Bestrahlung mit ioni- 
sierenden Strahlen im Vergleich zu nicht vorbehandelten Tumor- 
zellen f eststellen . 



Weiter stellte sich heraus, daJ3 anders als bei Tumorzellen mit 
Phosphotyrosin vorbehandelte Normalzellen sowohl nach Bestrah- 
lung mit ionisierenden Strahlen als auch nach Behandlung mit 
Cisplatin eine signifikant hohere Uberlebensrate gegeniiber 
nicht mit Phosphotyrosin vorbehandelten Normalzellen zeigen. 

Diese Selektivitat der zytoprotektiven Eigenschaft von Phospho- 
tyrosin fiir Normalzellen^ also fur gesunde Nicht-Tumorzellen 
war angesichts der im Stand der Technik bekannten, in einem 
vollig verschiedenen Zusammenhang beschriebenen Eigenschaf ten 
von Phosphotyrosin nicht zu erwarten. 

Somit wird die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe vollkom- 
men gelost. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung wird das Phosphotyrosin zum 
Schutz von biologischem Material gegeniiber Strahlung, vorzugs- 
weise ionisierender Strahlung und/oder ultraviolettem Licht 
verwendet . 

Dies hat den besonderen Vorteil, daJ3 damit eine Verwendung be- 
reitgestellt wird, die Schutz vor besonders bedeutsamen zell- 
schadigenden Faktoren bietet, denen auch nahezu jeder menschli- 
che Organismus, zumindest partiell, ausgesetzt ist. 

Weiterhin ist es bevorzugt, Phosphotyrosin zum Schutz von bio- 
logischem Material gegeniiber Chemikalien, vorzugsweise Zytosta- 
tika zu verwenden. 

Wie eingangs erwahnt, spielen Chemikalien, insbesondere Zyto- 
statika als zellschadigende Faktoren eine bedeutende Rolle. 
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Diese bevorzugte erf indungsgemaiie Verwendung von Phosphotyrosin 
bietet somit einen wirksamen Schutz gegeniiber besonders wichti- 
gen zellschadigenden Faktoren. 

In einer bevorzugten Weiterbildung wird Phosphotyrosin zum 
Schutz der Haut verwendet. 

Dies hat den besonderen Vorteil^ daJ3 dadurch ein Organ ge- 
schiitzt wird, das standig zellschadigenden Faktoren physikali- 
scher oder chemischer Natur, z.B. in Form der Sonnenstrahlung 
Oder in Form von Umweltgiften, ausgesetzt ist. 

In diesem Zusammenhang ist auch vorteilhaft, daJ3 Phosphotyrosin 
unter oxidierenden Bedingungen, also beispielsweise an der Luft 
bestandig ist und eine lang anhaltende Schutzwirkung z.B. gegen 
UV-Strahlen der Sonne ausiiben kann. Es ist deshalb geeignet, 
als Hautschutz gegen hohe Sonneneinstrahlung eingesetzt zu wer- 
den, Der Einsatz von Phosphotyrosin zu diesem Zwecke hat ferner 
den Vorteil, daJ3 es wegen seiner geringen GroBe in die Haut 
eindringen kann und dort lange bestandig ist. 

Weiterhin ist es bevorzugt, Phosphotyrosin im Rahmen einer 
Strahlentherapie fur Tumorpatienten zu verwenden. 

Bei solch einer Strahlentherapie kommt es bspw. zur Anwendung 
ionisierender Strahlung, um maligne Neoplasien zu behandeln. 
Dabei ist es das Ziel, das Tumorgewebe maximal zu schadigen und 
gleichzeitig das umgebende gesunde Gewebe zu schonen. Aufgrund 
der vorstehend genannten, von den Erfindern erkannten Eigen- 
schaften des Phosphotyrosins hat die Verwendung von Phosphoty- 
rosin in diesem Zusammenhang den besonderen Vorteil, daJ3 es se- 
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lektiv gesundes, also Normalgewebe vor Zellschadigung schiitzt 
und fur Tumorgewebe hingegen keine zytoprotektiven Eigenschaf- 
ten zeigt, im Gegenteil sogar deren Absterben fordert. 

Weiter ist es bevorzugt^ Phosphotyrosin im Rahmen einer Chemo- 
therapie fiir Tumor pat lent en zu verwenden. 

In der Chemotherapie werden Chemotherapeutika bzw. Zytostatika 
spezifisch zur Hemmung des Wachstums von Tumor zellen im Orga- 
nismus eingesetzt, wobei es das Ziel ist, gesunde Zellen vor 
den zytotoxischen Aktivitaten der Chemotherapeutika zu schiit- 
zen. Die erf indungsgemaBe Verwendung des Phosphotyrosins hat 
somit aufgrund der erkannten und oben beschriebenen Eigenschaf- 
ten den besonderen Vorteil, dai3 ein fiir gesunde Zellen selekti- 
ver Zytoprotektor bereitgestellt wird. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung 
von Phosphotyrosin zur Herstellung einer pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung zur prophylaktischen und/oder therapiebegleiten- 
den Behandlung von Strahlentherapie- und/oder Chemotherapiepa- 
tienten. 

Dazu kann das Phosphotyrosin in den jeweils angemessenen und 
ublichen Galeniken zubereitet sein, d.h, gegebenenf alls neben 
ublichen Tragerstof f en, Hilfsmitteln und/oder Zusatzstof f en 
vorliegen. Solch eine pharmazeutische Zusammensetzung kann in- 
travenos verabreicht werden, percutan, durch eine lokale Injek- 
tion bspw. in die durch den zellschadigenden Faktor direkt be- 
troffenen Korpergebiete Oder Korperhohlen, oder auch durch lo- 
kales Auftragen. 



Eine derartige Verwendung zur Herstellung einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung hat auBerdem den Vorteil, daJ3 die in Rede 
stehende modif izierte Aminosaure als Wirksubstanz dieser Zusam- 
mensetzung seine zytoprotektive Wirkung entfalten kann, ohne 
gleichzeitig bedrohliche Immunreaktionen hervorzuruf en. Auf- 
grund seiner geringen GroBe hat das Phosphotyrosin namlich nur 
eine niedrige Immunogenitat , so daJ3 bei Anwendung der pharma- 
zeutischen Zusammensetzung am oder im menschlichen oder tieri- 
schen Korper keine allergische Reaktion zu erwarten ist, und 
daJ3 in diesem Zusammenhang das Phosphotyrosin nicht unter Ver- 
itiittlung von Antikorpern aus dem jeweiligen Organismus elimi- 
niert wird. 

Die fur gesunde Normalzellen selektive zytoprotektive Aktivitat 
und die bei Bestrahlung selektiv fur Tumorzellen toxizitatsf 6r- 
dernde Eigenschaft des Phosphotyrosins macht dessen Verwendung 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung beson- 
ders geeignet. 

Die Erfindung betrifft auch eine kosmetische Zusammensetzung^ 
die Phosphotyrosin, gegebenenf alls weitere iibliche Tragerstof- 
fe, Hilfsmittel und/oder Zusatzstoffe enthalt. 

Eine derartige kosmetische Zusammensetzung kann bspw. als Son- 
nenmilch, Hautcreme oder ahnliches dargereicht werden. Sie ent- 
halt dann die iiblichen Bestandteile derartiger Zusammensetzun- 
gen wie Ole, Emulsionen, Pigmente usw. Es versteht sich, daB 
die kosmetische Zusammensetzung zusatzlich auch UV-Filter wie 
Derivate von p-amino-Benzoesaure, Salizylsaure, Zimtsaure, Di- 
benzoylmethan oder ahnliches enthalten kann. 
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Durch die zytoprotektive Wirksamkeit des Phosphotyrosins bietet 
eine solche kosmetische Zusammensetzung einen idealen Schutz 
vor allem gegen die UV-Strahlung des Sonnenlichts . Da das Phos- 
photyrosin aufgrund seiner geringen Grofle sogar in die Haut 
eindringen kann und zudem lange bestandig ist, kann so ein 
Langzei-tschu-bz gegen Strahlung erreicht werden. Auch ist in 
diesem Zusammenhang an Cremes zu denken, die Personen, die ver- 
starkten Umgang mit toxischen Chemikalien haben, einen wirksa- 
men Hautschutz^ z-B. durch Eincremen der Hande bieten. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ebenfalls ein Kulti- 
vierungsmedium, das Phosphotyrosin, gegebenenf alls weitere 
ubliche Puf f ersubstanzen, Tragerstof f e, Hilfsmittel und/oder 
Zusatzstof f e , enthalt . 

Es hat sich herausgestellt , daJ3 in Kultur befindliche Zellen 
Oder auch Organe bei ihrem Transport, der haufig mittels Flug- 
zeug in groBer Hohe erfolgt, z.B« durch die Belastung aufgrund 
der Hohenstrahlung, 50 % und mehr ihrer Viabilitat verlieren. 
Das erf indungsgemaBe Kultivierungsmedium bietet durch die zyto- 
protektiven Eigenschaf ten des Phosphotyrosins dem in Kultur be- 
findlichen biologischen Material neben geeigneten Aufbewah- 
rungs- bzw. Kultivierungsbedingungen auch einen effektiven 
Schutz gegenliber zellschadlgenden Faktoren, z.B. Strahlung. Da- 
mit wird gewahrleistet , daJ3 Zellproben oder Organe auch langere 
Transportwege / z.B. mittels Flugzeug, ohne oder mit geringem 
Viabilitat sriickgang uberstehen. 

In dem erf indungsgemaBen Kultivierungsmedium ist es bevorzugt, 
Phosphotyrosin in einem Konzentrationsbereich von 1 bis 100 /jM 
einzusetzen. Untersuchungen der Erfinder haben namlich ergeben. 
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dai3 in diesem Bereich die zytoprotektive Wirkung des Phosphoty- 
rosins besonders hoch ist. Diese Erkenntnis ist vor allem des- 
halb iiberraschend, weil die oben erwahnten Experimente von 
Mishra und Hamburger, bei P-Tyr-Konzentrationen von 1,67 mM, 
zum Tell sogar von 16,7 itiM durchgef iihrt wurden, wenngleich dort 
eine andere Wirkung des Phosphotyrosins gezeigt wurde. 

Es versteht sich, dafl die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinatio- 
nen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus den folgenden Ausf uhrungsbei- 
spielen und im Zusammenhang mit den Zeichnungen, in denen: 



Fig. 1 die chemische Strukturf ormel von Phosphotyrosin (P- 
Tyr) bzw. 0-Phospho-L-Tyrosin (l-3-[4- 

Hydroxyphenyl ] alanin-4 ' -Phosphat ) in nichtionisier- 
ter Form zeigt; 

Fig, 2 das tiberleben normaler Hautf ibroblasten im Vergleich 
zu transf ormierten Fibroblasten nach Vorbehandlung 
mit verschiedenen P-Tyr-Konzentrationen und nach ra- 
dioaktiver Bestrahlung zeigt; 



Fig. 3 



vergleichend den radioprotektiven Effekt von Phos- 
photyrosin, Phosphoserin und Phosphothreonin auf 
normale Fibroblasten zeigt; 
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Fig. 4 den radioprotektiven Effekt einer Prainkubation mit 
P-Tyr auf gesunde Nicht-Tumorzellen im Vergleich zu 
Tumor zellen zeigt; 

Fig. 5 das klonogene Uberleben normaler Fibroblasten im 
Vergleich zu Tumorzellen nach UVB-Bestrahlung in Ab- 
hangigkeit einer Vorbehandlung mit P-Tyr zeigt; und 

Fig. 6 das klonogene Uberleben normaler Fibroblasten im 
Vergleich zu Tumorzellen nach Cisplatin-Behandlung 
in Abhangigkeit einer Vorbehandlung mit P-Tyr zeigt. 

Beispiel 1 Fur die Untersuchung der zytoprotektiven Wir- 

kung des Phosphotyrosins verwendete Zellkultu- 
ren 

Fur die Untersuchung der zytoprotektiven Eigenschaf ten des 
Phosphotyrosins eignen sich besonders gut menschliche Fibrobla- 
sten (Zellstamme HSFl, HSF6^ die aus menschlicher Haut stammen^ 
Passage 9 bis 15; CCD32, der aus embryonalem Lungengewebe 
stammt. Passage 9 bis 11). 

Zusatzlich konnen die menschlichen squamosen Karzinomzellinien 
HTB-35 (ATCC, die aus einem Cervix-Karzinom stammt. Passage un- 
bekannt, verwendet in Passage 10 nach Erhalt) (Srivastava et 
al., "The status of the p53 gene in human papilloma virus posi- 
tive or negative cervical carcinoma cell lines". Carcinogenesis 
13, Seiten 1273-1275, 1992) und HTB-43 (ATCC, stammt aus einem 
hypopharyngealen Tumor, Passage 124) verwendet werden. Beide 
Karzinomzellinien sind durch eine Punktmutation im p53-Gen cha- 
rakterisiert (Kim et al., "State of p53, Rb and DCC tumor sup- 



pressor genes in human oral cancer cell lines"/ Anticancer Re- 
search 13, Seiten 1405-1413, 1993). 

Fur die Untersuchung geeignet sind auch trans formierte mensch- 
liche Fibroblasten, z.B. die Zellinie HH4dd (stammt aus mensch- 
licher Haut, Passage 65 bis 70). Diese Zellinie leitet sich von 
dem normalen Zellstamm HH4 ab und ist ebenfalls durch eine p53- 
Mutation charakterisiert (Dittmann et al., "The radioprotective 
effect of BBI is associated with the activation of DNA-repair 
relevant genes". Int. J. Radiat. Biol. 74., Seiten 225-230, 
1998). HH4dd wachst in Softagar, ist gekennzeichnet durch seine 
Aneuploidie und induziert Tumoren in Nacktmausen. 

Die Zellen werden in Dulbecco ' s Modified Eagles Medium (DMEM) , 
versetzt mit 10%igem fotalem Kalberserum (PCS) (GIBCO/BRL, Eg- 
genstein, Deutschland, Artikel Nr. 40G7285K) (=•• Normalmedium) 
unter Standardbedingungen kultiviert . 

Beispiel 2 Bestrahlung der Zellen, Inkubation mit Cispla- 

tin 

Die konfluent gewachsenen Zellen werden entweder in einfachem 
Normalmedium oder in Medium, das Phosphotyrosin, Phosphoserin 
Oder Phosphothreonin (Sigma, Munchen, Deutschland) in den ange- 
gebenen Konzentrationen enthalt, fiir 16 Stunden inkubiert. 

Zur radioaktiven Bestrahlung werden die Zellen mit 4MV-Photonen 
mittels eines "Linac" (Mevatron^°/Siemens, Erlangen, Deutsch- 
land) mit einer Dosisrate von 2 Gy/min bei Raumtemperatur wie 
beschrieben (Dittmann et al. "Bowman-Birk Proteinase inhibitor 
modulates radiosensitivity and radiation-induced differentia- 



tion of human fibroblasts in culture" ^ Radiother. Oncol. 34 , 
Seiten 137-143, 1995) bestrahlt. 

Die Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht (312 nm) erfolgt mit 
einer UVB-Lampe (Bioblock Scientific, Illkirch Cedex, Frank- 
reich) mit einer Dosisrate von 450J/m^ pro Minute, 

Die Inkubation mit Cisplatin erfolgt bei einer Konzentration 
von 1/ig/ml Cisplatin (cis-Diamminplatin( II-Dichlorid) ; Sigma, 
Munchen, Deutschland) • 

Beispiel 3 Klonogener Assay (= Koloniebildungsassay ) 

Die Untersuchungen zur zytoprotektiven Eigenschaft von Phospho- 
tyrosin erfolgen im sogenannten klonogenen Assay, der bspw.von 
Dittmann et al,, 1995, a.a.O., beschrieben ist und der im fol- 
genden kurz erlautert wird. 

Die wie in Beispiel 1 beschrieben kultivierten Zellen, die ent- 
sprechend Beispiel 2 mit den zellschadigenden Faktoren inku- 
biert wurden oder als Kontrolle unbehandelt bleiben, werden von 
Medium befreit, die Zellen werden gewaschen und mit 0,05 % 
Trypsin und 0,1 % EDTA vom Untergrund abgeldst. Zur Analyse der 
Koloniebildung werden die abgelosten Zellen in einer konstanten 
Zelldichte von 1.500 Zellen pro 78 cm^-Schale ausplattiert . An- 
schlieBend werden die ausplattierten Zellen in Normalmedium mit 
20%igem FCS-Zusatz fiir 14 Tage inkubiert. Innerhalb dieser Zeit 
wird eine Koloniebildung ermoglicht. 

Eine Kolonie ist dabei ein Zellhaufen, der innerhalb der 14- 
tagigen Kultivierung aus einer Einzelzelle durch aufeinander- 



16 



folgende Zellteilungen entsteht. Diese Kolonie wird auch als 
Klon bezeichnet. Die Anzahl an Kolonien bzw. Klone entspricht 
im Sinne des klonogenen Uberlebens dem AusmaB der schadigenden 
Wirkung eines chemischen oder physikalischen Agenz • Wenn bei 
der Behandlung mit den zellschadigenden Faktoren viele Zellen 
absterben, so bilden sich nach 14 Tagen nur wenige Kolonien 
aus^ uberleben viele Zellen, so lassen sich nach 14-tagiger 
Kultivierung viele Kolonien auszahlen. Somit ist das klonogene 
Uberleben der Zellen nach einer zellschadigenden Behandlung ein 
direktes MaB fiir die zytoprotektive Wirkung des Phosphotyro- 
sins. 

Nach der 14-tagigen Kultivierung werden die Zellen fixiert, ge- 
farbt und ausgezahlt, wie beschrieben (Dittmann et al.^ 1995, 
a.a.O.)* Bei der Bestimmung des klonogenen Uberlebens werden 
pro Platte die Kolonien mit mehr als 5 0 Zellen bestimmt. Die 
Auszahlung erfolgt nach Kodierung der Kulturschalen und unab- 
hangig voneinander von zwei Personen. 

Das Ergebnis eines solchen klonogenen Assays wird als "relative 
Zytoprotektion" oder in "% Anzahl der Klone" ausgedriickt, wobei 
die Anzahlen der gebildeten Kolonien der verschiedenen Ansatze 
zueinander in Beziehung gesetzt werden. 

Beispiel 4 Reaktion der Fibroblasten auf radioaktive Be- 

strahlung nach Vorbehandlung mit verschiedenen 
Dosen an Phosphotyrosin 

Normale Hautf ibroblasten (HSF6) werden mit P-Tyr, dessen chemi- 
sche Strukturf ormel in Fig. 1 gezeigt ist, in einem Konzentra- 
tionsbereich von 0 bis 2000 fjM fiir 16 Stunden inkubiert. An- 



17 



schlieJ3end wird ohne zellschadigende Behandlung das klonogene 
Uberleben, wie unter Beispiel 3 angegeben, bestimmt. Das Ergeb- 
nis eines solchen Experimentes ist in Fig. 2A dargestellt. 

Die hellgrauen Balken geben in dieser Abbildung die Uberlebens- 
fraktion der HSF6-Zellen an, die dunkelgrauen Balken die der 
HH4dd-Zellen. Dabei zeigt eine alleinige P-Tyr-Vorbehandlung 
bei Konzentrationen bis zu 2000 /iM keinerlei Ef f ekt auf das 
klonogene Uberleben der HSF6-Zellen. Vergleichbare Ergebnisse 
werden fiir die trans formierte Fibroblastenzellinie HH4dd er- 
zielt. Auch hier zeigt sich, aufgrund der Ergebnisse von Mishra 
und Hamburger (a.a.O.) unerwarteterweise, keinerlei Auswirkung 
auf das klonogene Uberleben (Fig. 2A) . 



Die kombinierte Behandlung mit Phosphotyrosin und ionisierender 
Bestrahlung bei einer Energiedosis von 4 Gy zeigt hingegen bei 
normalen Fibroblasten einen klaren Anstieg des klonogenen Uber- 
lebens . Maximales Uberleben wird bei einer P-Tyr-Konzentration 
von 10 piM erreicht (Fig. 2B, hellgraue Balken). Bei gleicher 
Behandlung und gleichen Expositionsbedingungen wird bei den 
transformierten Fibroblasten HH4dd jedoch kein Anstieg des klo- 
nogenen Uberlebens beobachtet. Ganz im Gegenteil zeigt die Be- 
handlung der transformierten Fibroblasten mit 2000 juM P-Tyr ei- 
ne signifikante Erhohung der Strahlungstoxizitat ; siehe Fig. 
2B. 

Beispiel 5 Vergleich des radioprotektiven Effekts von 

Phosphotyrosin mit Phosphoserin und Phos- 
phothreonin 
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Um zu testen, ob auch andere phosphorylierte Aminosauren , wie 
zum Beispiel Phosphoserin (P-Ser) Oder Phosphothreonin (P-Thr) 
mit P-Tyr vergleichbare radioprotektive Effekte zeigen, werden 
nicht-transf ormierte Fibroblasten (HSFl) fiir 16 Stunden mit 
aquimolaren Konzentrationen dieser beiden Aminosauren (je 10 
/iM) vorbehandelt , wie unter Beispiel 2 angegeben einer ionisie- 
renden Bestrahlung mit 4 Gy unterzogen und die Ergebnisse eines 
klonogenen Assays mit dem des P-Tyr verglichen. 

Das Ergebnis eines solchen Experimentes ist in Fig. 3 darge- 
stellt. Es zeigt sich, daJ3 die Prainkubation von normalen Fi- 
broblasten mit P-Tyr zu einer signif ikanten Radioprotektion 
fiihrt (2. Balken von links), wahrend die Inkubation mit P-Ser 
Oder P-Thr unter identischen experimentellen Bedingungen zu 
keinerlei Radioprotektion fiihrt (3. und 4. Balken von links). 

Beispiel 6 Reaktion von Fibroblasten auf verschiedene Do- 

sen ionisierender Bestrahlung nach Vorbehand- 
lung mit Phosphotyrosin 

Die Zellstamme HSF6 und CCD32 sowie die Zellinien HTB-35 und 
HTB-43 werden mit 10 P-Tyr fiir 16 Stunden vor inkubiert . An- 
schlie3end werden die Zellen mit Dosen von 0 bis 6 Gy bestrahlt 
und nach einer Periode von 6 Stunden wird das klonogene Uberle- 
ben bestimmt. Jeder Datenpunkt eines solchen Experimentes, dar- 
gestellt in Fig. 4A, reprasentiert den Mittelwert aus mehreren 
Messungen und die Standardabweichung. Die Kurvenanpassung wurde 
hier gemaJ3 dem linearen quadratischen Modell berechnet, a- und 
p-Werte wurden bestimmt und auf Signifikanz mit Hilfe des Stu- 
dent t-Tests getestet. Die Sterne zeigen einen Signif ikanzun- 
terschied (p < 0,05) fur a, p oder beide. In der Fig. 4B sind 
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der Mittelwert der relativen Zytoprotektion aus den vier MeJ3- 
werten (SF4) jedes Ansatzes und die Standardabweichung ein- 
schlieBlich p-Wert tabellarisch dargestellt. 

Die Vorbehandlung von normalen Hautf ibroblasten (HSF6) und nor- 
malen Lungenf ibroblasten (CCD32) mit 10 jiM P-Tyr fuhrt zu einem 
signif ikanten Anstieg des klonogenen Uberlebens bis zu einer 
Dosis von 6 Gy (Fig. 4A^ obere Reihe, Fib. 4B Reihen 1 und 2). 
Hingegen result iert die P-Tyr-Vorbehandlung der trans formierten 
ji^-. Zellinien (HTB-35, HTB-43) in einer signif ikanten Reduktion des 
klonogenen Uberlebens (Fig. 4A, untere Reihe^ Fig. 43 Reihen 3 
und 4 ) . 

Diese Ergebnisse zeigen, daJ3 eine Vorbehandlung von gesunden, 
also Normalzellen mit Phosphotyrosin diese effektiv gegeniiber 
zellschadigenden Faktoren schiitzt, hingegen eine Vorbehandlung 
von Tumorzellen mit Phosphotyrosin bei Inkubation mit zellscha- 
digenden Faktoren zu einem verstarkten Absterben dieser trans- 
formierten Zellen fiihrt. 

Reaktion von mit Phosphotyrosin vorbehandelten 
Fibroblasten auf UVB-Bestrahlung 

Um den zytoprotektiven Schutz von Phosphotyrosin gegeniiber 
nichtionisierender Strahlung zu testen^ werden normale^ nicht- 
transformierte Fibroblasten (HSFl) und transf ormierte Fibrobla- 
sten (HH4dd) fiir 16 Stunden mit 10 jiM P-Tyr vorbehandelt ^ an- 
schlieiiend mit 200 J UVB bestrahlt und 7 Stunden spater in ei- 
nem klonogenen Assay, wie in Beispiel 3 beschrieben, unter- 
sucht . 



Beispiel 7 



20 



Dabei zeigt sich, daB das klonogene Uberleben UVB-bestrahlter 
normaler nicht-transf ormierter Fibroblasten (HSFl) bei einer 
Vorbehandlung mit Phosphotyrosin um 37 % gesteigert wird (siehe 
Fig. 5A/ Balkan 2 und 3 von links). 

Auf das klonogene Uberleben von trans formierten Fibroblasten 
(HH4dd) jedoch hat eine Vorbehandlung mit P-Tyr bei UVB- 
Bestrahlung keinerlei Auswirkungen (siehe Fig. 5B, Balken 2 und 
3 von links ) . 

Als Kontrollen (Ko) dienen in beiden Fallen unbestrahlte Zel- 
len, wobei hier die Anzahl der gebildeten Klone 100 % dar- 
stellt. 

Dieses Experiment zeigt, dai3 Phosphotyrosin fiir Nicht- 
Tumorzellen auch zytoprotektive Eigenschaf ten gegenliber nicht- 
ionisierender Strahlung hat. Auch hier ist die Zytoprotektivi- 
tat selektiv fiir normale, nicht-transf ormierte Zellen. Das 
Uberleben von transf ormierten Zellen nach UVB-Bestrahlung wird 
namlich durch eine Vorbehandlung mit P-Tyr nicht beeinfluBt. 

Beispiel 8 Reaktion von Fibroblasten auf Cisplatin- 

Behandlang nach Vorbehandlung mit Phosphotyro- 
sin 

Um die zytoprotektive Wirkung von Phosphotyrosin gegeniiber che- 
mischen, zellschadigenden Faktoren, zum Beispiel Zytostatika, 
zu untersuchen, werden normale Fibroblasten (HSFl) und trans- 
f ormierte Fibroblasten (HH4dd) fiir 16 Stunden mit 10 juM P-Tyr 
vorbehandelt , danach eine Stunde mit 1 pq/ml Cisplatin inku- 
biert. AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit Normalmedium 



gewaschen und 6 Stunden spater ausplattiert . Danach wird ein 
klonogener Assay, wie unter Beispiel 3 beschrieben, durchge- 
fuhrt . 

In Fig. 6 ist das Ergebnis eines solchen Experimentes darge- 
stellt. Die Vorbehandlung von normalen, nicht-transf crmiert:en 
Fibroblasten (HSFl) mit P-Tyr fuhrt im Vergleich zu nicht- 
vorbehandelten normalen nicht-transf ormierten Fibroblasten 
(HH4dd) bei einer Cisplatininkubation zu einer Steigerung des 
klonogenen Uberlebens von 38,7 % (siehe Fig. 6A, 2. und 3. Bal- 
ken von links ) . 

Eine P-Tyr-Vorbehandlung von trans f ormierten Fibroblasten 
(HH4dd) fuhrt bei Cisplatinbehandlung jedoch zu keiner Erhohung 
des klonogenen Uberlebens (Fig. 6B, 2. und 3. Balken . von 
links ) . 

Als Kontrollen (Ko) dienen in beiden Fallen wieder unbestrahlte 
Zellen, wobei hier die Anzahl der gebildeten Klone 100 % dar- 
stellt. 

Folglich bietet Phosphotyrosin auch gegeniiber einem zellschadi- 
genden Faktor chemischer Art eine fur gesunde, also Normalzel- 
len selektive Zytoprotektion. 



Patentansprliche 



Verwendung von Phosphotyrosin zum Schutz von biologischem 
Material gegenuber zellschadigenden Faktoren. 

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel:, daB 
die zellschadigenden Faktoren Strahlung^ vorzugsweise 
ionisierende Strahlung und/oder ultaviolettes Licht umfas- 
sen. 

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet^ daJ3 
die zellschadigenden Faktoren Chemikalien^ vorzugsweise 
Zytostatika umfassen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3 zum Schutz der 
Haut . 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 4 im Rahmen 
einer Strahlentherapie fiir Tumorpatienten . 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1, 3 oder 4 im Rahmen 
einer Chemotherapie fiir Tumorpatienten. 

Verwendung von Phosphotyrosin zur Herstellung einer phar- 
mazeutischen Zusammensetzung zur prophylaktischen und/oder 
therapiebegleitenden Behandlung von Strahlentherapie- 
und/oder Chemotherapiepatienten. 
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8. Kosmetische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dai3 
sie Phosphotyrosin^ gegebenenf alls weitere ubliche Trager- 
stoffe^ Hilfsmittel und/oder Zusatzstof f enthalt. 

9. Kultivierungsmedium, dadurch gekennzeichnet , dai3 es Phos- 
photyrosin, gegebenenf alls weitere ubliche Puf f ersubstan- 
zen Tragerstof fe/ Hilfsmittel und/oder Zusatzstof fe^ ent- 
halt. 

Kultivierungsmedium nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 
net^ daJ3 es Phosphotyrosin in einem Konzentrationsbereich 
von 1 bis 100 juM enthalt. 



im 10. 



Zusammenf assung 



Zum Schutz von biologischem Material gegeniiber zellschadigenden 
Faktoren wird die Verwendung von Phosphotyrosin (P-Tyr) vorge- 
schlagen. Eine kosmetische Zusammensetzung sowie ein Kultivie- 
rungsmedium mit P-Tyr warden ebenfalls beschrieben. 
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